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摘要 : 用 和 蛋白质 常 规 提 取 方 法 分 别提 取 红 敖 敖 是 复眼 视网膜 的 可 溶性 和 膜 结 合 蛋 白质 ， 用 SDS-PAGE M 
疫 印 迹 法 进行 G 蛋白 的 分 离 和 鉴定 ; 在 经 光 、 暗 适应 及 红 、 绿 、 蓝 、 黄 4 种 波长 光照 处 理 后 ， 对 其 感光 器 中 CG 
蛋白 分 别 进 行 SDS-PAGE 分 析 。 有 暗 适 应 、 自 然 光 及 4 种 波长 光 适 应 的 感光 器 可 游 性 蛋白 、 膜 结合 蛋白 条 带 数 量 
和 分 子 量 大 小 基本 相同 ， 在 42 kD 处 都 出 现 一 条 清晰 的 蛋白 条 带 。 免 抗 Gaq-11 多 克隆 抗体 能 识别 这 一 蛋白 条 
带 。 表 明 红 歼 歼 是 感光 器 中 存在 可 溶性 和 膜 结合 Gq 蛋白 a 亚 基 ， 分子 量 为 42 kD。 在 不 同 光照 条 件 下 感光 器 中 
可 溶性 和 膜 结合 Gqa 亚 基 的 含量 有 差异 。 可 溶性 Gqa 蛋白 占 总 蛋白 的 百 分 含量 依次 为 : 日 光 (7.71%) > 黄 光 
(7.3296) > 红 光 (7.06%) > 上 暗 适 应 (6.94%) > 蓝光 (6.4696) > 绿 光 (5.74% ); 除 暗 适 应 与 红 光 之 间 差 
异 不 显著 外 ， 红 光 与 黄 光 差异 显著 ， HORGESPEL OE, miüiA A Gqa 亚 基 的 百 分 含 量 则 相反 ， 依 次 为 : 绿 光 
(13.94%) > 蓝光 (10.56%) > 瞳 适 应 (10.2596) > 红 光 (10.14%) > 黄 光 (9.76%) > 日 光 (9.44%); 
除 瞳 适 应 与 红 光 差异 不 显著 外 ， 红 光 与 黄 光 差 异 显 著 ， 其 余 差 异 极 显 著 。 推 测 红 歼 歼 是 感光 器 中 Gq 蛋白 的 激 
活 与 光照 刺激 的 波长 有 关 ， 其 感光 器 对 不 同 波长 光 刺 激 的 敏感 度 有 差别 。 
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Identification of the Gq-protein in Cherax quadricar- 
inatus Photoreceptor and the Influence of Wave- 
length Light on the Content of Gqa 


XU Yan!, YUAN Wei-jia!', ZHAO Yun-long?, XU Jing! 
(1. College of Life and Environment Sciences, Shanghai Normal University, Shanghai 200234, China; 
2. College of Life Sciences, East China Normal University, Shanghai | 200062, China) 


Abstract: The soluble and membrane-bound protein in the photoreceptor of the Cherax quadricarinatus , which were 
extracted by common method of protein-extraction, respectively, were separated and identified with SDS-PAGE and west- 
em blotting. After dark adaptation and the illumination by sun-light and four kinds of different wavelength lights (red, 
green, blue, yellow), the content of the G-protein in the photoreceptor of C.quadricarinatus was analyzed with SDS- 
PAGE. The result of SDS-PAGE indicated: the numbers and the molecule mass of the protein bands in soluble and mem- 
brane fractions of the photoreceptor under different light conditions were basically similar, there was an apparent protein 
band at 42 kD. The results of western blotting showed that anti-Gqa antibodies recognized the 42 kD protein not only in the 
photoreceptor membrane but also in soluble fractions of the retina, the G-protein in the photoreceptor of 
C . quadricarinatus is a Gq-class G-protein. The content of two forms of Gqa, soluble Gqa and membrane-bound Gqa, 
changed depending on the light condition. The contents of the soluble Gqa were in tum, sun-light (7.7196) > yellow- 
light (7.3296) > red-light (7.0695) > dark adaptation (6.9496) > blue-light (6.4696) > green-light (5.7496) ; 
There was significantly different between red-light and yellow-light, very significantly different among others, except be- 
tween dark-adapted and red-light. The content of the membrane-bound Gqa was contrary to the soluble Gqa. The contents 
of the membrane-bound Gqa were in turn, green-light (13.9496) > blue-light (10.5696) » dark-adapted (10.2546) 
> red-light (10.1496) > yellow-light (9.7696) > sun-light (9.4496); There was also significantly different between 
red-light and vellow-light, very significantly different among others, except between dark-adapted and red-light. These 
results indicate that the activation of the Gq-protein in the photoreceptor of C . quadricarinatus depends on the lights of dif- 
ferent wavelength. The light sensitivity of the photoreceptor was different under different wavelength lights. 
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光 感 觉 生理 是 动物 生理 研究 的 一 个 重要 方面 ， 
而 无 峭 椎 动物 感光 器 Gq 蛋白 在 光电 转化 过 程 中 的 
作用 又 一 直 是 光 感 觉 生理 研究 的 热点 。 异 源 三 聚 体 
G 和 蛋白 由 cc、8B、Yy 3 个 亚 基 组 成 ,位 于 细胞 膜 内 
侧 ， 在 细胞 跨 膜 信号 转 导 过 程 中 G 蛋白 与 受 体 间 的 
偶 联 及 活化 是 一 个 重要 的 步骤 (Sun etal, 1999), 
根据 a 亚 基 的 差异 ，G 蛋白 可 分 为 4 类 (Gs. Gi, 
Gq # G2) (Xu et al, 2002), 不同 G 蛋白 激活 的 
酶 反应 链 不 同 (Terakita et al, 1998; Hardie, 
2001)。 到 目前 为 止 ， 先 后 已 在 章鱼 (Tsuda & Tsu- 
da，1990)、 乌 贼 (Robinson et al, 1990; Fyles et 
al, 1991). RE (Drosophila sp.) (Lee et al, 
1990). Æ (Dorlochter et al，1997)、 甲 壳 动 物 十 足 
目 长 尾 类 的 日 本 沼 虾 ( Maacrobroachium nipponense ) 
和 罗氏 沼 虾 (Maacrobroachium rosenbergii) (Zhang 
et al, 2000; Zhang etal, 2001) 的 感光 器 中 证 实 有 
Gq 蛋白 的 存在 。 但 在 十 足 目 短 尾 类 的 中 华 绒 获 盘 
感光 器 中 却 没有 发 现 Gq 蛋白 (Zhang et al, 2001). 
这 种 差异 是 否 具 有 普遍 性 需要 积累 更 多 该 类 物种 的 
资料 。 

在 乌贼 、 章 鱼 和 歼 虾 的 感光 器 蛋白 中 ， 有 结合 
在 膜 上 的 Gqa( 膜 结合 Gqa) 和 胞 质 中 游离 的 Gqa 
(可 溶性 Gqa) 两 种 形式 。 这 两 种 形式 的 Gqa 亚 基 
数量 变化 与 光照 关系 密切 ， 光 照会 导致 Gqa ME 
移 至 胞 质 中 (Narita et al, 1999; Suzuki et al, 
1995)。 可 溶性 Gqa 是 Gq 蛋白 的 一 种 无 活性 形式 。 
与 膜 结合 Gqa 相 比 ， 可 溶性 Gqa 被 视 紫 红 质 活化 的 
能 力 较 低 (Bamsey et al，2000; Kosloff et al， 
2003) 。 因 此 ， 对 两 种 状态 Gqa 的 研究 可 了 解 感光 
细胞 的 生理 功能 。 

EF (Cherax quadricarinatus ) 俗称 澳洲 
淡水 龙虾 ， 属 甲壳 纲 十 足 目 长 尾 亚 目 ， 是 目前 具有 
增 养殖 前 景 的 经 济 淡水 是 类 之 一 。 本 文 就 红 莹 歼 是 
感光 器 中 Gq 蛋白 的 分 离 和 鉴定 ， 以 及 光 、 暗 适应 
和 4 种 不 同 波长 光照 下 Gq 蛋白 的 存在 形式 和 含量 
变化 作 一 报道 。 以 期 为 深入 分 析 Gq 蛋白 在 甲壳 动 
物 十 足 目 长 、 短 尾 类 中 的 差异 及 探索 感光 作用 机 理 
提供 新 的 资料 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 





红 歼 玲 虾 购 自 浙江 湖州 特种 水 产 养殖 场 ， 均 为 
健康 成 体 ， 体 长 约 16 em, 
1.2 试剂 

电泳 用 药品 、Triton-100、Tween-20、 硝 酸 纤维 
薄膜 、 二 抗 (HRP 标记 的 羊 抗 兔 IgG 抗体 ) 及 
DAB 浓缩 显 色 液 购 自 上 海 华美 生物 工程 公司 ; 
PMSF、Benzamedine 、Iodoacetamide 为 SIGMA 公司 
产品 ; 一 抗 [ 免 抗 Gaq-11 (C 末端 )] 为 Biodsign 
公司 产品 ; 其余 试剂 均 为 进口 分 装 或 国产 分 析 纯 。 
1.3 方法 
1.3.1 瞳 适 应 与 不 同 光 适应 处 理 ”实验 用 红 玫 歼 
虾 暂 养 在 暗室 内 适应 4h 以 上 ， 然 后 分 为 6 组 ， 每 
组 2 只 。 其 中 1 组 直接 在 暗 红 光 下 解剖 复眼 ， 其 余 
5 组 分 别 在 日 光 (下 午 14: 00 左右 ， 室 内 自然 光 ) 
和 红 (750 nm)、 绿 (560 nm). X& (400 nm)、 黄 
(580 nm) 4 种 不 同 波长 光照 条 件 下 ， 直 接 照射 0.5 
h (40 W 光源 ， 光 照 距 离 为 25 cm)， 再 在 相应 的 光 
照 下 分 别 解剖 复眼 。 
1.3.2 复眼 (感光 器 ) 可 溶性 和 膜 结合 蛋白 粗 提 
液 的 制备 及 测定 ”将 各 组 解剖 取 下 的 复眼 在 相应 的 
光照 条 件 下 置 于 勾 浆 器 中 ， 加 入 1 mL 提取 用 生理 
盐水 (300 mmol/L KCl, 110 mmol/L NaCl, 5 
mmol/L MaCh, 0.1 mmol/L PMSF, 0.83 mmol/L 
benzamedine, 1 mmol/L iodoacetamide, 2 mmol/L 
EDTA, 2 mmol/L NaNs, 0.1% mÆ ZR, 50 mol/L 
Tris-HCl, pH 7.5) SJK, RRR. KHAA, 
12 000 r/min, 4 4C F Ej4» 30 min， 上 清 液 即 为 感光 
器 可 溶性 蛋白 粗 提 液 。 保 存 于 ACC, FEX 

将 离心 沉淀 物 (感光 器 膜 粗 提 物 ) 分 别 溶解 于 
1 mL 含 34% 亡 粮 的 提取 用 生理 盐水 中 ， 义 浆 。4 工 
静 置 半天 以 上 ，12 000 r/min、 冰 冻 离 心 30 min。 收 
集 上 层 漂浮 物 (floats)， 移 人 透析 和 袋 中 ,于 4 YE 下 
用 2 倍 体积 的 提取 用 生理 盐水 透析 过 夜 。 次 日 取出 
透析 袋 中 样品 ，12 000 r/min、4 € 下 离心 30 min, 
将 沉淀 〈 即 感光 器 膜 ) PHOT 100 uL 含 3%Triton-100 
的 50 mol/L Tris-HCl (pH 7.5) 中 ， 待 沉淀 充分 溶 
解 后 ，12 000 r/min、4 下 再 离心 30 min ， 所 得 上 
清 液 即 红 歼 政 虾 膜 结合 蛋白 粗 提 液 ，4 FREF, 
待 电泳 。 

粗 提 液 的 蛋白 质 浓度 用 紫外 线 分 光 光 度 法 测 
定 。 
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1.3.3 SDS-PAGE 取 各 组 感光 器 蛋白 粗 提 液 分 别 Tr. 
E 的 SDS -样品 缓冲 ; RE, F 100 €K 

与 等 量 品 缓冲 液 充分 混合 2 ”结果 与 分 析 


浴 5 min 后 ， 每 孔 加 样 20 uL 进行 SDS-PAGE. (分 离 
胶 10% ， 浓 缩 胶 3%)。 可 溶性 和 膜 结合 蛋白 粗 提 
液 分 别 进行 4 次 SDS-PAGE。 

电泳 结束 后 ， 将 胶 置 于 0.25% 考 马 斯 亮 蓝 R- 
250 (CBB) 染色 或 用 于 免疫 印迹 。 
1.3.4 蛋白 质 印 迹 (Western blot) 检测 ” 待 测 样 
品 经 过 SDS-PAGE 分 离 后 ， 用 半 干 式 电 转移 仪 
(1.5 mA/em?, 1.5 h) 将 胶 上 的 蛋白 质 转移 至 硝酸 
纤维 薄膜 (NC 膜 ) 上 ， 取 下 NC 膜 ， 于 室温 下 在 
封闭 液 (7% 脱 脂 奶 粉 /0.059%Tween/PBS，pH 7.5) 
中 播 床 上 封闭 过 夜 。 次 日 用 TPBS (0.05% 
Tween/PBS, pH 7.5) 漂洗 3 次 ， 加 一 抗 (1:1000, 
封闭 液 稀 释 ) PER, Edd IA 2h, TPBS 漂洗 3 
次 ， 将 NC 膜 转 至 二 抗 (1:100， 封 闭 液 稀释 ) 18 
液 中 ， 于 室温 孵育 1 h。TPBS 漂洗 3 次， 最 后 用 
DAB 显 色 液 显 色 ， 数 码 相机 拍照 。 
1.3.5 感光 器 中 Gqa 蛋白 的 含量 分 析 CBB 染色 
的 凝 胶 中 的 可 溶性 和 膜 结 合 Gqa EA, MA H 3ER 
图 谱 分 析 仪 及 软件 (Gel-Pro Analyzer Gel-Pro Im- 
ager) 分 析 测 定 其 占 感光 器 可 溶性 和 膜 结合 蛋白 质 
的 百 分 含量 。 实 验 数 据 采 用 SPS 系统 进行 方差 分 


(kD) 
97- 
66- 





2.1 感光 器 可 溶性 和 膜 结合 蛋 自 粗 提 液 的 SDS- 

PAGE 和 Western blot 结果 

红 鳌 鳌 虾 感光 器 可 溶性 和 膜 结 合 蛋白 粗 提 液 的 
SDS-PAGE 图 谱 (图 la) 显 示 , 光 适应 与 暗 适应 时 的 
可 溶性 蛋白 、 膜 结合 蛋白 条 带 数 量 和 分 子 量 大 小 基 
本 相同 , 且 两 种 蛋白 的 粗 提 液 在 42 kD 处 都 出 现 一 
条 清晰 的 蛋白 条 带 。 蛋 白质 印迹 结果 (图 1b) 显 示 ， 
免 抗 Gaq-11 多 克隆 抗体 在 两 个 42 kD 处 都 能 识别 
这 一 和 蛋白 条 带 。 表 明 红 歼 整 是 感光 器 中 存在 Gq E 
白 a 亚 基 , 分 子 量 为 42 kD。 而 且 这 种 Cq 蛋白 有 两 
种 存在 形式 , 即 可 溶性 Gqa 和 膜 结合 Gqa。 

在 不 同 波长 光照 下 ， 感 光 器 中 的 可 溶性 和 膜 结 
合 蛋 白 粗 提 液 经 SDS-PAEG， 其 图 谱 分 别 见 图 2 和 
图 3。 各 处 理 组 红 丈 袭 虾 感光 器 可 溶性 蛋白 粗 提 液 
的 蛋白 质 条 带 数 量 基本 相同 ,分别 在 97 与 66 kD、 
66 5j 43 kD 之 间 均 有 较 粗 的 条 带 ， 且 在 42 kD 处 都 
有 一 条 可 溶性 Gqa 蛋白 条 带 。 从 SDS-PAGE 图 谱 上 
看 ， 此 条 带 颜色 深浅 不 同 。 膜 蛋白 的 蛋白 质 条 带 数 
也 基本 相同 (图 3) ， 且 在 42 kD 处 也 都 有 一 条 深浅 
不 同 、 清 晰 可 见 的 膜 结合 Gqa 蛋白 条 带 。 


4-—— Gq« 
(42 KD) 





Eli 红 歼 敖 虾 感光 器 蛋白 粗 提 液 的 SDS-PAGE (a) 和 Wester blot (b) 图谱 
Fig.1 SDS-PAGE (a) and Western blot (b) of soluble and membrane fractions of Cherax quadricarinatus photoreceptor 
A; 标准 蛋白 (Marker); B: J6- RIPRTE (Soluble-ligh) ; C: 26 - 膜 结合 (Membrane-light); D: Hà - 可 溶性 〈Soluble-dark); E: 


BH - 膜 结合 (Membrane-dark) o 
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图 2 不 同 光照 条 件 下 红 获 歼 虾 感光 器 可 溶性 蛋白 粗 提 液 的 SDS-PAGE 图 谱 
Fig.2 SDS-PAGE of soluble fractions of Cherax quadricarinatus photoreceptor in various light conditions 
A: 标准 蛋白 (Marker); B: 日 光 (Sunlight); C: 暗 适 应 (Dark-adapted); D: 红 光 (Red-ight); E: 绿 光 (Green-light); F: 
蓝光 (Blue-light); G: EG (Yellow-light). 





图 3 不 同 光照 条 件 下 红 获 再 是 感光 器 膜 结合 蛋白 粗 提 液 的 SDS-PAGE 图 谱 


Fig.3 SDS-PAGE of membrane fractions of Cherax quadricarinatus photoreceptor in various light conditions 
A~G 同 图 2 (A-G are the same as Fig.2)。 


2.2 不 同 波长 光照 对 红 敖 敖 虾 感光 器 可 溶性 Gg A Gqa 蛋白 占 总 蛋白 的 百 分 含量 见 表 1。 从 表 中 可 
MRE Gqo 蛋白 含量 的 影响 看 出 各 处 理 组 红 整 整 虾 感光 器 可 溶性 Gqa 蛋白 占 
经 Gel-Pro Analyzer 分 析 得 到 的 可 溶性 和 膜 结 。” 总 可 溶性 蛋白 的 百 分 含 量 是 有 差异 的 :可 溶性 Gqa 
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R1 不 同 光 照 条 件 下 红 歼 敖 虾 感光 器 可 溶性 和 腊 

结合 Gqe 蛋白 占 总 蛋白 的 百 分 含 量 ! 

Table 1 Relative amount of soluble Gqe to soluble 
fractions andc membrane Gqa to membrane 
fractions of Cherax quadricarinatus photore- 
ceptor under different light conditions! 





光照 条 件 可 溶性 Gqa 膜 结 合 Gqa 
Light condition Soluble Gqa (%) ^ Membrane Gqa (%) 

H 36 Sun-light 7.71 € 0.083^ 9.44 + 0.1625 
暗 适 应 Dark 6.94 + 0.094* 10.25 €0.195* 
红 光 Red-light 7.06+0.090* 10.14+ 上 0.1428 
绿 光 Green-light 5.74 + 0.097° 13.94 + 0.297° 
蓝光 Blue-light 6.46 + 0.137? 10.56 + 0.2142 
黄 光 Yellow-light 7.32 +0.147° 9.76+0.212* 


tn =4, 表 中 的 数据 为 2 个 测定 值 的 平均 数 + 标准 差 。 同 列 各 组 数 
据 上 标 字 母 不 同 表示 差异 显著 或 极 显著 (ti-test, 已 <0.05 3 P< 
0.01)。 

Each value is the mean + SD of the two determinations. Values in the 
same column with different superscript are significantly different (:- 


test, P «0.05 or P «0.01) 


蛋白 的 百 分 含 量 在 日 光 下 最 高 ， 黄 光 与 日 光 、 红 光 
与 瞳 适 应 下 分 别 接近 ， 而 绿 光 下 最 低 ; 除 瞳 适应 与 
红 光 之 间 差 异 不 显著 外 ， 红 光 与 黄 光 差 异 显著 (P 
<0.05)， 其 余 各 组 间 差 异 极 显 著 (已 <0.01)。 

而 膜 结 合 Co 蛋白 含量 与 可 溶性 Cq EAS 
量 的 高 低 正 好 相反 。 膜 结合 Gqa 蛋白 的 百 分 含 量 
绿 光 下 最 高 ， 蓝 光 、 暗 适应 、 红 光 、 黄 光 其 次 , 日 
光 最 低 ; 除 上 暗 适 应 与 红 光 差异 不 显著 外 ， 红 光 与 黄 
光 差 异 显 著 (P < 0.05)， 其 余 各 组 间 差 异 极 显 著 
(P<0.01)。 
3 d it 

TEEL IF 5 8856 Aa E EA Jc np er BA PE S E 
反应 ， 和 蛋白 质 分 子 量 在 42 kD 处 。 这 一 结果 与 在 日 
本 沼 虾 、 罗 氏 沼 是 感光 器 中 得 到 的 结果 (Zhang et 
al, 2001) 相同 ， 即 十 足 目 长 尾 类 的 红 歼 敖 虾 感光 
器 中 也 有 Gq 蛋白 存在 。 

无 脊椎 动物 感光 器 G 蛋白 调节 光 转 导 级 联 反 
应 为 视 紫 红 质 一 Gq 一 PLC (Suzuki et al, 1995; 
Bhatia et al, 1996; Kikkawa et al, 1996; Suzuki et 
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在 4 种 波长 光照 的 分 别 刺激 下 ， 两 种 形式 Gqa 
蛋白 的 含量 变化 相反 。 光 调节 的 Gqa 转 位 决定 了 
能 被 视 紫 红 质 激活 的 Gqa 的 量 ， 表 明光 照 刺激 的 
波长 与 Gq 蛋白 的 激活 有 关 ; 同时 说 明 感 光 器 对 不 
同 波长 光 刺 激 的 敏感 度 不 同 。 由 此 推测 红 萤 莹 是 感 
光 器 中 的 视 紫 红 质 对 黄 光 最 敏感 ， 其 次 是 红 光 、 蓝 
光 ， 对 绿 光 的 敏感 性 最 低 。 这 种 光敏 感度 的 差异 可 
能 与 红 莹 攻 虾 生活 在 河流 、 湖 泊 、 池 塘 中 有 关 ， 因 
为 生活 在 海洋 中 的 党 对 绿 光 最 敏感 (Dorlochter & 
Stieve, 1997), 
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